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RESUMO: A busca por alimentos funcionais pelos 
consumidores está associada à disponibilização nos 
últimos anos de resultados de pesquisa que 
demonstram o efeito benéfico desses para a saúde 
humana. Milhos com coloração roxa contém 
elevado teor de antocianinas, substâncias que 
apresentam atividade antioxidante, portanto, com 
grande possibilidade de uso no desenvolvimento de 
alimentos com propriedade funcional. Apesar de 
serem consumidos em comunidades tradicionais da 
América Latina, poucos cultivares de cor preta 
tiveram suas propriedades funcionais avaliadas. 
Portanto, o presente estudo foi conduzido com o 
objetivo de determinar a capacidade antioxidante de 
extrato metanólico de grãos de milho verde de 
coloração preta e avaliar o efeito do pH sobre essa 
atividade. Foi utilizado para a avaliação o milho TO 
002, acesso do Banco Ativo de Germoplasma da 
Embrapa. O extrato colorido obtido dos grãos do 
milho verde preto (pH 7.8) foi ajustado para pH 
alcalino (pH 8.9) e ácido (3.9) e para esses foi 
determinada a atividade antioxidante, tendo como 
indicador o DDPH. O experimento foi delineado em 
DIC com três tratamentos e três repetições. Os 
resultados obtidos foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA), seguido do Teste de LSD, ao 
nível de 5% de probabilidade. O extrato metanólico 
de milho preto apresentou percentagem de inibição 
de radical de 66,19%, enquanto o extrato ajustado 
para pH ácido e alcalino apresentou %inibição de 
radical livre de 54,07% e 34,47%, respectivamente. 
A atividade antioxidante foi influenciada pelo pH. 
 
Termos de indexação: Zea mays L., antocianinas, 
alimento funcional. 
INTRODUÇÃO 
 
O milho (Zea mays L.) é utilizado como alimento 
em muitos países. Embora seja mais comum o 
consumo do milho de grãos amarelos e brancos na 
alimentação humana, outras variedades de milho, 
que apresentam grãos com outras colorações, 
também são utilizados para consumo humano, 
especialmente em países da América Latina. Milhos 
coloridos contêm diferentes pigmentos, como 
antocianinas e carotenóides, que conferem 
coloração preta/roxa e amarela aos grãos, 
respectivamente, havendo relação entre o conteúdo 
dessas substâncias e a atividade antioxidante do 
milho (Lopez-Martinez et al., 2009;. Hu & Xu 2011; 
Zilic et al., 2012).  
O processo respiratório e diversas reações 
oxidativas, que ocorrem nas células aeróbicas, 
levam à formação de radicais livres, que causam 
danos ao organismo e contribuem para o 
aparecimento de muitos agravos, tais como: 
inflamações, tumores malignos, doença de 
Alzheimer e doenças cardiovasculares, bem como 
aceleram o processo de envelhecimento (Sikora et 
al., 2008). Por isso, as células humanas dependem 
de certa capacidade antioxidante para fornecer 
proteção contra os efeitos prejudiciais de radicais 
livres e espécies reativas do oxigênio, são 
conseqüências inevitáveis do metabolismo aeróbico. 
Para alcançar uma proteção eficiente, os tecidos 
dispõem de um sistema antioxidante integrado, que 
consiste de um arranjo de diversos componentes 
lipossolúveis (vitamina E; carotenóides), 
hidrossolúveis (ácido ascórbico; glutatinona) e 
enzimáticos (glutatinona peroxidase; superóxido 
dismutase; catalase) (McLEAN et al., 2005). 
Vitaminas e outros compostos do sistema 
antioxidante não são produzidos pelo organismo 
humano, portanto, sendo necessário o fornecimento 
desses na dieta. 
Milhos exóticos, embora não apresentem 
características agronômicas desejáveis, possuem 
variações para cor e textura dos grãos e por essa 
razão a caracterização desses materiais quanto à 
composição química é de grande importância para o 
desenvolvimento de novos produtos, inclusive novos 
cultivares de milho e alimentos funcionais a partir 
desses materiais. Apesar de alguns desses milhos 
serem consumidos por comunidades tradicionais em 
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diversos países, alguns ainda não são 
caracterizados para a composição química e 
atividade biológica. Assim, o objetivo desse estudo 
foi determinar a capacidade antioxidante de extrato 
metanólico de grãos de milho verde de coloração 
preta e avaliar o efeito do pH na atividade 
antioxidante desse extrato.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Para obtenção dos extratos foram utilizados grãos 
em estágio leitoso do genótipo de milho preto TO 
002, acesso do Banco de Germoplasma de Milho da 
Embrapa (Figura 1). O plantio do material foi 
realizado em área isolada, seguindo todas as 
recomendações técnicas para a cultura do milho. As 
espigas foram colhidas nas primeiras horas da 
manhã, e transferidas ao Laboratório Qualidade de 
Grãos e Forragens com proteção da luz. Em 
ambiente com ausência de luz as espigas com 
palha foram lavadas e a seguir mergulhadas em 
solução de hipoclorito de sódio 2% durante 15 
minutos para sanitização. A palha foi então retirada 
e as espigas foram novamente sanitizadas nas 
mesmas condições descritas anteriormente. Após a 
retirada do excesso de solução de sanitização com 
papel toalha, os grãos foram debulhados da espiga 
manualmente com auxílio de estilete de aço 
inoxidável. As amostras resultantes passaram por 
quarteamento e cada uma seguiu para moagem em 
moinho de facas modelo A 11 basic (IKA). As 
amostras moídas foram maceradas em cadinho de 
porcelana e pistilo com metanol (grau P.A, Vetec) e 
o homogenato foi filtrado a vácuo, utilizando o 
metanol para lavagem. O extrato obtido foi 
centrifugado durante 10 minutos a 1500 rpm. O 
processo foi realizado nas outras duas repetições, 
constituídas de amostras compostas de diferentes 
espigas do milho. Os extratos de cada repetição 
foram separados em três alíquotas, sendo duas 
delas ajustadas para pH ácido (3.9) e alcalino (8.7). 
Para tanto, foram usadas soluções aquosas 1 mol. 
L-1 de NaOH ou HCl. 
 
 
Figura 1- Espigas de milho verde do genótipo TO 
002. 
Determinação da atividade antioxidante 
 
A análise da atividade antioxidante dos 
extratos metanólicos do milho verde preto foi 
realizada pelo método fotocolorimetrico do radical 
livre estável DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila(ALI et 
al.; 2009). A capacidade de seqüestrar radical livre é 
expressa como percentual de inibição de oxidação 
do radical e calculado conforme formula abaixo: 
 
% Inibição = ((ADPPH – AExtr)/ADPPH)*100 
 
Onde ADPPH e a absorbância da solução de DPPH 
e AExtr e a absorbância da amostra em solução 
determinada a 515nm (ROESLER, et al., 2007). 
 
Delineamento e análise dos dados 
 
O experimento foi delineado em DIC, com três 
tratamentos e três repetições. Os dados obtidos 
foram submetidos à análise de variância (ANOVA 
de uma variável), seguido de Teste de LSD, com 
erro admissível de 5%. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A porcentagem de inibição do radical livre do 
extrato metanólico original do milho verde preto foi 
superior a dos extratos com pH alcalino e ácido 
(Tabela 1), portanto, o extrato original apresentou 
maior atividade antioxidante. As alterações no pH 
influenciou negativamente essa resposta. 
 
Tabela 1- Atividade antioxidante de extratos 
metanólicos do milho preto TO 002 em estágio 
de grãos leitosos. 
pH % de inibição de oxidação 
Básico (8.9) 34,47c 
Ácido (3.9) 54,07b 
Original (7.8) 66,19a 
Médias seguidas de mesma letra na coluna, não diferem entre si 
pelo teste de LSD (p>0.05). 
 
Possivelmente, isso tenha ocorrido porque as 
substâncias que conferem cor roxa ao milho são 
principalmente antocianinas e essas são instáveis 
em alterações de pH. Como observado por 
Stringheta (1991), as antocianinas são instáveis em 
soluções com pH neutro ou alcalino e mesmo em 
soluções com pH ácido a cor pode desaparecer 
gradualmente quando a solução sofre exposição à 
luz. Visualmente (Figura 2) foi possível observar a 
diferença na cor dos extratos com pH modificados. 
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Figura 2- Extratos metanólicos do milho TO 002 
com diferentes pHs. A(3.9); B(7.8) e C(8.7). 
 
A relação entre teor de pigmentos e capacidade 
antioxidante não é sempre linear, mas normalmente, 
as cores mais escuras possuem maior atividade 
antioxidante. Relatos anteriores indicam que há uma 
relação entre cor e atividade antioxidante (Lopez-
Martinez et ai. 2009; Hu e Xu 2011; Zilic et al. 2012).  
 
CONCLUSÕES 
  
O milho preto TO 002 possui elevada capacidade 
antioxidante, sendo essa capacidade reduzida por 
alterações significativas de pH. 
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